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1. 緒言 
バクテリアの多くは体長の数十倍にも及ぶべ
ん毛を伸ばし、モーターで回転させることで直進
と方向変換を繰り返しながら移動する。バクテリ
アのべん毛は主要構成成分である約 20,000 分子
のフラジェリンタンパク質からなり、そのアミノ
酸配列は末端領域では高度に保存されているも
のの、中央の領域は可変的である。近年、グラム
陰性菌を中心にこの可変領域における糖鎖修飾
が多数確認され、植物病原細菌においては植物の
防御応答誘導因子として機能する可能性につい
ての報告などがなされてきているが、グラム陽性
菌に関する報告はわずかであり、その機能はほと
んど解明されていない 1 )。 
グラム陽性菌Geobacillus stearothermophilus 
のフラジェリンは糖鎖修飾されている 2 )。このフ
ラジェリン遺伝子下流の糖鎖合成酵素遺伝子群
に、Listeria monocytogenesで報告されているフ
ラジェリン糖鎖修飾に関与する遺伝子 Glycosyl 
transferase family 2 (gtf2 )が２つ(gft2-1,gft2-2)
見い出され、枯草菌フラジェリン遺伝子欠損株に
G. stearothermophilusフラジェリン遺伝子と共
に補完し、運動性と糖鎖修飾の有無を検証したが、
運動性の回復、糖鎖修飾共に確認できなかった 3,4 )。
この結果から、機能的なG. stearothermophilus
フラジェリン発現には gtf2 以外の遺伝子も関与
していることが考えられた。そこで、gtf2下流領
域のクローニングを試みた結果、細胞膜構成蛋白
質の糖鎖合成酵素遺伝子群と思われる塩基配列
が見出された 4 )。 
これを受け、本研究ではこの糖鎖合成酵素遺伝
子群の更なるクローニングとその機能評価を試
みた。 
 
2. 理論及び実験方法 
本研究では、配列が知られていない領域の遺伝
子を得るために通常のPCR法に加え、LA-PCR in 
vitro Cloning Kit (Takara) によるPCR法を用い
た。この PCR 法では、ゲノムを制限酵素でラン
ダムに消化し、そのすべてのDNA断片をcassette 
DNA と呼ばれる短いヌクレオチドを繋ぐことで
ライブラリーを作製する。そのライブラリーをテ
ンプレートとし、目的DNA断片から作製したプ
ライマーと cassette DNAに特異的にアニーリン
グするプライマーを用いてPCRを行う。その後、
得られたライブラリーを鋳型として、更に内側に
デザインした cassette DNA内部のプライマーを
用いて再度 PCRを行うことで目的DNA断片を
より効率良く特異的に増幅させる。 
今回はG. stearothermophilusゲノムDNAを
制限酵素 Sal I で完全消化した DNA 断片と
cassette DNA とを結合してゲノムライブラリー
を得た。得られたライブラリーを鋳型として、糖
鎖合成酵素遺伝子群の一部と思われる配列から
作成したプライマーと cassette DNAの配列に特
異的なプライマーを用いてSemi-nested PCRを
行い、塩基配列を解析した。 
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3. 結果及び考察 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
gtf2下流領域のクローニングを試みた結果、細
胞膜構成蛋白質の糖鎖合成酵素遺伝子群と同様
の塩基配列が見出された ( Fig. 1 )。これらはG. 
stearothermophilus表層 (S層) グリカン生合成
遺伝子でありS層の構造遺伝子 sgsEの直下流に
位置するものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
加えてその直下流に近縁種である Geobacillus 
kaustophilus の Transposase 遺伝子と高い相
同性 [510/525 (97%)]のある配列を見出した 
( Fig. 2 )。 
これらの結果から、G. stearothermophilus で
は糖鎖合成酵素遺伝子群の直下流には
Transposase遺伝子が存在し、その作用によって
表面層タンパクを糖鎖修飾する遺伝子群がフラ
ジェリン遺伝子下流に転移することで、べん毛の
糖鎖修飾に関与していることが示唆された。また
Geobacillus kaustophilus において、ゲノム内に
相同性の高い Transposase 配列が複数組確認さ
れていることから、G. stearothermophilus 内で
の糖鎖合成酵素遺伝子群の転移は一ヶ所ではな
く複数箇所へ転移されている可能性も示唆され
た。 
今回新たに発見された糖鎖合成酵素遺伝子群
及び Transposaseについての機能を評定すべく、
これらの遺伝子の枯草菌への導入法を検討した
が、未だ遺伝子の機能解析までには至っていない。 
 
4. 結言 
 糖鎖合成酵素遺伝子群及び Transposase のク
ローニングに成功し、表面層タンパクを糖鎖修飾
する遺伝子群の転移が示唆された。 
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Fig. 1 gtf2下流域遺伝子 (上)と 細胞膜糖鎖合成酵素
遺伝子群(下)の塩基配列比較 : 一部抜粋 
Fig. 2 gtf2下流域遺伝子 (上) とTransposase 
[Geobacillus kaustophilus ] (下)の塩基配列
比較 : 一部抜粋 
